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白血球共通抗原くC D 4引 は リ ン パ 球 ， 顆粒 球
，
単味な どの 血 液細胞 に 広く存在 し ， 分子 量の異 な る
い く つ か の イ ソ フ ォ ー ム が 知ら れ て い るが ， そ れ らイ ソ フ ォ ー ム は C D 45遺伝子 の ス プラ イ シ ン グの 適
い に よ っ て 生ず る とさ れ て い る ． これ ら C D 45抗原の イ ソ フ ォ ー ム に 対 す る単 ク ロ ー ン 抗体を用 い た解
析 に よ り ， ヒ ト T細胞は C D4 5R O陽性 の メ モ リ ー 細胞と CD45 R A陽性 の ナイ ー ブ細胞と の 二 つ の 細胞
分画 に識別 しう る こ と が 明ら か と な っ た ． そ れ ら の 細胞分画間 に は種 々の 機能的相違が存在す る こ とが
指摘 され て い る が ， ナ イ ー ブ細胞 か ら メ モ リ ー 細胞 へ の 分化 一 成熟 の メ カ ニ ズム に つ い て は こ れ まで の
と こ ろ ほと ん ど明 らか に さ れ て い な い ． ま た 成人 メ モ リ ー C D 4＋ T 細胞 に はイ ン タ ー ロ イ キ ン 2 レ セ プ
タ ー くinte rle ukin 2 re c epto r，I L－2Rl サ ブ ユ ニ ッ ト の う ち u 鎖 くC D 25J が選択的 に 発現 し ， そ の発現 は
メ モ リ ー T細胞 の 機能 と深 く関わ っ て い る と報告さ れ て い る ． し か し臍 帯血 を用 い た 検討で は ， メ モ
リ ー くC D45 R O陽性J 細胞が ほ と ん ど 認 め ら れ な い 新 生児 C D 4＋ T 細 胞 に お い て も ， IL，2 Ra 鎖
くC D狗 を発現 す る細胞集団が少 な か ら ず認 め られ た く3 へ 8 ％1． 本研究 は ， 新生児で す で に 存在す る こ
の IL－2 Ra 鎖 を発現 し た C D 4＋ T 細胞 の 機能 と免疫発達 に お け る 意義 を明ら か に す る こ と を目的と して
行っ た ■ わ ずか な細胞 のメ ッ セ
．
ン ジ ャ ー R N Aくm e ss e nger R N A， m R N Alの 解析 に も す ぐれ る 逆転写
酵素 ． ポ リ メ ラ ー ゼ連鎖反 応くr e v e rs etr a n sc ripta se－pOlym era se chain r e a ctio n， R T－P C RJ 法を利用 し
て ， C D 25陽性新生児 CD 4＋ T 細胞 は実際 に I L－2 Ra 鎖の m R N Aを発現 して い る こ と が確認さ れ た ．
そ し て興味深 い こ と に は ， 二 重 標識免疫蛍光染色 に よれ ば新生児 C D 4十 丁 細胞 に お ける C D 25陽性分画
は
，
成人 と異 な り ， ナ イ ー ブ の 表面形質くC D4 5 R A陽性 か つ C D 45 RO 陰憮 を有 して い た ． I し2 Ra
を発現 した 新生児 C D 4＋ T 細胞 は ， 成人 の C D 45R O陽性 メ モ リ ー C D4＋ T 細 胞と 同様 に ． 刺激に よ り
イ ン タ ー ロ イ キ ン 4 ， イ ン タ ー ロ イ キ ン 5， イ ン タ
ー フ ェ ロ ン y の リ ン ホ カ イ ン m R N A が発現 す る こ
とが RT－P C R法 に よ り認 め ら れ ， ポ ー ク ウ ィ ー ド マ イ ト ジ ュ ン 刺激系 に お ける B細胞の 免疫 グ ロ ブ リ
ン産生 に 対す る ヘ ル パ ー 活性 も有 して い た ． ま た R T－P C R法 に て C D 4 5抗原 の m R N Aの ス プ ライ シ
ン グ を検討 した と こ ろ ， I L－2 Ra 鎖 を発現 し た新生児 C D 4十 丁 細胞 に は ， C D 45 R A抗原 を コ ー ド す る
m R N A転写産物 の 他に ， C D 45 R O抗原 を コ ー ド す る m R NA 転写産物 が含 ま れ て い た ． ナイ ー ブ
くCD45 R A陽性 か つ C D 45 RO 陽樹 の 表面形質 を有す る こ の よ う な C D 25抗原陽性 C D4＋ T 細胞 は乳
幼児の み な ら ず小 児の 末椴血 に お い て も認 め られ るが
， 成人 末棺血 に お い て ほ と ん ど 認 め ら れ な か っ
た 一 以上 の 結果 よ り ， I L．2 Ra 鎖 くC D 25I を発 現 した ナ イ ー ブ CD4＋ T 細胞 は ナ イ ー ブか ら メ モ，リ ー
C D 4十 丁 細胞 へ の 成熟の 過程 に 存在 す る ユ ニ ー ク な細胞集団 を形成 し て い る可能性が考 えら れ た ．
Eey w ords C D 45 is ofo r m s， n aiv e a nd m e m ory C D4
＋ T c ells
，
IL－2 Ra くC D 251， R T－ PC R， 1ym phokin es
Abbre viatio n s こbp， bas epairニ CD N A， C O mple m e nta ry D NA 芸 Co n A， C O n C a n a V alin Ai
ELIS A
， e n Zym e－1inked im m u no s orbe nt ass ay iF C S， fetal c alfse u r mニ FIT C， flu o r es cein
isothio cya n ate ニ G M－C S F， gr a n ulo cyte m a c rophage c olo ny stim ulating fa ctor ニ I FN－ y ，
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胸腺 に 端を発 した未熟 な ヒ ト T細胞 は ， リ ン パ 節 ，
扁桃 ， 脾臓 ， 腸管バ イ エ ル 板 な どの 末棉リ ン パ 組 織 に
お い て ， 出生後著 しく 増力ロす る 外来抗原 に 曝さ れ る こ
と に よ り ， よ り機能的な T細胞 へ と 分化成熟す る も の





T細胞 は 抗原 の刺激 を受 け る と と も に 成熟
し ， 比較 的半減期 の長い
－く
メ モ リ ー
，，
T細胞 へ と形質
転換 し流血中を循環 す る こ と に な る ． メ モ リ ー T細胞
は ， 再度同 一 の 抗 原に 接 す る と速や か に 反 応 し ， 特 異
免疫応答に お け る エ フ ェ ク タ ー 細胞 と して機能 す る ．
T20 0フ ァ ミ リ ー 抗 原 に 属 す る 白血球共通抗原
くCD 451は額粒球 ， 単球 ， リ ン パ 球 な どの血液細胞 に 広
く分布す るが ， 180 よ り220 キロ ダ ル ト ン くkilodalto n，
k Dal か ら な る 分子 量 の異 な る種 々 の イ ソ フ ォ ー ム の
存在 が明 ら か に さ れ て い る
2冊
． C D45 遺伝 子 は 全長
130 キロ 塩基対 ， 33の エ クソ ン か ら構成 さ れ る 遺伝 子
で あり ， CD 45抗原細胞外部分 を コ ー ドす る第 4 ， 5 ，
6 エ ク ソ ン の ス プ ライ シ ン グの ちが い に よ り い く つ か
の メ ッ セ ン ジ ャ ー R N Aくm e s se nge r R N A， m R N Al
転写産物が作 ら れ ， そ の結果 と して サ イ ズ の 異な る イ
ソ フ ォ ー ム が 生ずる と さ れ る 5ト の． B リン パ 球 や N K
細胞が比較的分子量の大 き い く22 0k DalC D 45抗原 を
発現す るの に対 して ， T細胞 に あ っ て は その 分化段階
に 対応 した 様々 な C D 45抗原の イ ソ フ ォ ー ム を発現す
る こ とが 知 られ て い る91． 多 くの 胸腺細胞 で は よ り 小
さ な分子 量180 k Da の C D 45抗原 を有 す る の に 対 し
て ， 循環血液中や末棺リ ン パ 組織 に移行 した未熟 な ナ
イ ー ブ T細 胞 は 比較的大 き な 分子 量 く2 05 およ び22 0
k Dalの C D 45 R A抗原を発現 し ， こ れ は 単ク ロ
ー ン 抗
体 くm o n o clo n al a ntibody， mA bl の 2 H 4に よ り 同定
され る 瑚 ． 他方 ， メ モ リ ー T細胞 は よ り小 さ な 分子 量
く180 k Dal の C D 45R O抗原 を発現 し ， U CH L lm A b
に よ り識別 され る
11I
． 最近の 研究 に よ り ， C D 45抗原 の
細胞内部分 に シ グナ ル 伝 達 に 重要な テ ロ シ ン ホ ス フ ァ
タ ー ゼ活性が 見 い だ さ れ て い る が
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， ナイ ー ブ T細 胞
か ら メ モ リ ー T細胞 へ の 分化に 伴 っ て み られ る C D 45
抗原イ ソ フ ォ ー ム 発現の 意義は こ れ ま で の と こ ろ明 ら
か で は な い ．
メ モ リ ー T細 胞 は ナ イ ー ブ T 細 胞 と 異 な り C D 2，
C D lla， C D 54， C D58 な どの 細 胞間接着分 子 が 強 く発
現 して お り， メ モ リ ー T細胞 の 活性化 に お け る こ れ ら
の 分子 の 役割が 注目を集 め て い る
1姉川
． 最近 ， わ れ わ れ
interfe r on y こ Ig， im m u n oglobulinニ IL－2，
は ， メ モ リ
ー T 細胞 が T 細胞増殖因子 で あ るイ ン タ ー
ロ イ キ ン 2 くinterle ukin 2， IL－21 に 対 す る 受 容体
くinte rle ukin 2r e c epto r，I し2 RIを構成的 に 発現す る こ
と を報告 して い る1 引． っ ま り ， 成人末梢血 の メ モ リ ー
C D 4陽性くC D 4＋l T細胞 が I L－2 Rを構成 す る 2 つ の
単位の う ち分子 量55，000 の仔 鎖 くC D 2引 を有 し ， メ モ
リ ー C D 8くC D 8＋1T細胞 が分 子量75，00 0の P鎖 を発現
し て ， I し2 R発現が メ モ リ ー 細胞機能 に 深く 関わ っ て
い る こ と が 示 さ れ て い る ． 一 方 ， 出生直後の新生児臍
帯血 の T細胞 で は CD 45抗原の 発現よ りみ て 大部分が
ナ イ ー ブ T細 胞と 考 え られ ， 工し2 R の発現も極め て軽
微 である と 思わ れ た ． しか し ， こ の 研究 を進 める過程
で ， 新生 児 C D 4十 丁 細胞 にあ っ て も少数 なが ら有意な
王し2 Rぼ 鎖 くC D 251 を発現す る 細胞 亜群 の存在 を観察
した ． 本研究で は ， 新生児 の み な ら ず乳児 ． 小児期に
見 い だ さ れ ． ナ イ ー ブ 細 胞 の 形 質 を持 ち な が ら ，
I し2 Ra 鎖くC D 25Jを発現す る C D4
＋T 細胞 亜群 の細胞
表面形質 お よ び機能的性状を解析 す る と と も に ， メ モ
リ ー C D4十丁 細 胞 へ の成 熟過程で の 意義 に つ い て 明ら
か に す る こ と を目的と した ．
対象 およ び方法
I ． 単 ク ロ ー ン 抗体
ヒ ト IL－2 Ra 鎖 くC D 251 に 対 す る 抗 Ta c mAb
くIgG 2al161は T ．A ． Waldm a n n博士 くNation al ln stitu－
te s of He alth， Bethe sda ， U ．S．A．1か ら供与 さ れ た ． 非
標識 な ら び に フ ル オ レ ス セ イ ン ． イ ソ テ オ シ ア ン 酸
くflu o r e sc ein is othio cyanate， FI T Cl 標識の U C H Ll
く抗 CD 45 ROl m A bくIgG 2al
lllは Dakopatts als
くCopenhagen ， Den m a rkIか ら購入 し た ． フ ィ コ エ リ
ス リ ン くphyc o e rythrin， P El 標識の 2 H 4く抗 CD 45
R AJ m A bくIgG l
lOlは Co ulte rIm m u n olog yくH iale a．
h， F L， U ．S．A ．I か ら 購 入 し た ． FI T C標 識 の 抗
Le u．3aく抗 C D4，IgGIJ，抗 Le u－2aく抗 C D 8，IgG l， 抗
Le u－1 6く抗 C D 20， IgGIJ， 抗 I し2 Rく抗 Le u－2 RL 2鎖，
IgG IJ， T 細 胞抗 原 レ セ プ タ ー y 16 鎖 くT cell
r e c epto ry16 ， T C R－ y16Jに 対す る抗 T C R－ y16－1
m A bくIgG l は Beckto n Dick in s o nIm m u n o cyto，
m etry systu m sくM o u ntain Vie w， C A， U．S．A．Iか ら購
入 した ． O K N Kく抗 C D1 6，IgMI， O K M 14く抗 C D14，
IgG 2al m A b は Ortho Diagn o stic Syste m sK ．K－く東
京1 か ら 購入 し た ． 非 標 識 の 抗 U C H Llお よ び 抗
interleukin 2i IL－3， interle ukin 3i IL．4，
inte rle ukin 4三I し5， interleukin 5ニ 工L－2 R， inte rle ukin 2 r e c eptor三 k Da， kilodalton三 m A b，
m o n o clo n al a ntibody i m RN A， m e SS e ngerR N Ai P B S， pho sphate buffer ed s alin ei P C R，
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Ta c mA bの 免疫蛍光染色 は ビ オ チ ン 標識家兎抗 マ ウ
ス IgG2a 抗体 くZym ed Labo r ato rie s， Sa n Fr a n cis－
c o， C A， U ．S．A ．1 と FITC 標識ア ピ ジ ン も しく は P E
標識 ス ト レ プ ト ア ピ ジ ン くい ず れ も Be ckto n Dicki－
n so nIm m u n o cyto m etry System sJ と を組 み合 わせ た
間接法 にて 行っ た ．
王I ． 単核 細胞 の 分 離
1 ． 対 象
新生児臍帯血 は ， 満期正 常分娩児の 臍帯静脈よ り ，
ヘ パ リ ン加採血 した ． ま た ， 乳児よ り12歳ま で の 小児
およ び25句 35歳 まで の 健康成人よ り ， ヘ パ リ ン 加静脈
血 を得 た ．
2 ． 単核細胞の 分離方法
ヘ パ リ ン 加静脈血 か ら ， Fic oll－ Hy paqu e 比 重 遠心
法に よ り単核細胞 を採取 し17I， 5 ％非働化 ウ シ 胎児血
清 げetal c alfc eru m， F C SJ くFlo w Labo r atories，
McLe a n， V A， U．S ．A ．J， 25m M Hepe s， 5X lO－5M 2－ メ
ル カ プ ト エ タ ノ ー ル ， 0．3m gノml し グル タ ミ ン ， 20 0
Ulml ペ ニ シ リ ン ， 10JLgJ
I
ml ゲン タ マ イ シ ン を含 む
R P M I1 640 培 養 液 くGibc o Labo r ato rie s， Gra nd
Isla nd， N Y， U ．S．A ．いこ浮遊 した ． そ の 単核細胞 をプ ラ
ス チ ッ ク フ ラ ス コ くN o．337 5二 Co star， Ca mbrigde，
M A， U．S．A －1に て37
0
Cで30分間培養 した ． 付着細胞 を
除去 し た後 ， 2－ amin o ethyl－is othio u r o niu m br omi de
くSigm aC hemic al Co ． ， StLo uis， M O， U ．S．A ．1 処理 ヒ
ツ ジ赤血球 を用 い た ロ ゼ ッ ト形 成 と Fic oll－Hy paque
比重遠心法 に て E 一 口 ゼ ッ ト形成細胞くE十 細よ掛 と非
形成細胞くE一紙胞いこ分離 した181． E＋ 細胞 と E一細胞 は
それ ぞれ C D4
＋
T 細胞 ， B細胞 を精製す る た め に 使 用
した 一 ま た プラ ス チ ッ ク フ ラ ス コ に 付 着 した細胞 は セ
ル ス ク レ イ パ ー くNo■3010ニ Co sta rJ に て剥が し て
， 単
球と して使 用 した ．
III． 免疫蛍光染色に よ る解析
細胞は 2 つ の 異 な る表面抗原 を直接法 も し く は間接
法に て 二 重 標識染色 し て ， 3％ F C S お よ び0． 1％ ア ジ
化 ナ ト リ ウ ム を 含 む リ ン 酸 綬 衝 液 くpho sphate
buffered s alin e， P B SJに て 洗浄後 ， Epics－C フ ロ ー サ
イ ト メ ー タ ー くCo ulte r Ele ctr o nic s， In c． ， Hiale ah，
FL， U．S．A ．I に て解析 し た1剖．
IV． T 細胞亜群 と B 細胞の 精製
必要 な細胞分画は Epic s－C フ ロ ー サイ トメ ー タ ー を
用い た細胞 ソ ー テ ィ ン グ 法に よ り得 た 卿 ． ま ず E＋細胞
を抗 Ta c mA bに て 染色 した
，
次に ビオ チ ン 標識家兎
抗 マ ウ ス IgG 2a 抗体 に て染色 し ， さ ら に P E標識 ス ト
レ プ ト ア ピ ジ ン な ら び に FIT C標識抗 Leu ．3a く抗
C D 4Im A bに て染色 した ． こ の よ う に 二 重標識免疫蛍
光染色 した も の を解析 して ， C D 25 陽性な ら び に 陰性
の CD 4
＋
T 細胞 を得た ． 同様 に E＋ 細胞 を P E標識し
た 抗 C D 45 ROm A b と FI T C標識 し た抗 C D4m A b に
よ る 二 重標識染色 に よ り ， C D 45 R O陰性 の ナイ ー ブ
C D 4＋ T 細胞 と C D 45 RO 陽性 の メ モ リ ー C D 4＋ T 細
胞 と に 分離 し た ． C D 4＋T 細胞 に お ける C D4 5R A抗原
と C D 45 R O抗原も しく は C D25抗原 との 関係 を解析
す る た め に
，
E＋ 細胞 よ り C D8 陽性 丁細胞， T C R－ yノ
げ 陽性 丁 細胞 ， C D1 6陽性 ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細 胞 ，
C D 20陽性 B細胞 ， C D 14陽性単球 をソ ー テ ィ ン グ 法
に て 除去 して ， 98％以上 の C D 4＋ 細 胞 と し ， C D 4＋ T
細胞分画を得 た ． ま た C D 20陽性 B細胞 は E
一
紙胞 よ
り ソ ー テ ィ ン グ 法に て得 た ．
V ． C D 4十 丁 細胞亜 群 の 刺激培養条件
培養液 は10％非働化 ヒ ト血清 を含 む R P M 工1640培
養液 を用 い た ． 1 穴あ た り 1 Xl O5 の 細胞 を9 6穴平底
マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト くNo ．25 860i Co r ning
Gla s sW orks， Co r ning， N Y， U ．S．A．Jに 200plずつ 分
注 し ， 1 0ngJ
，
ml pho rbol 12rrnyristate 13－ a C etate
tP M AHSigm a Che mic al Co ．1と250nglmlカ ル シ ウム
イ オ ノ フ ォ ア A 231 87くBehring Diagn o stics， La
Jolla， C A， U ．S．A ．1 を加 え た ． それ ら の 細胞 を炭酸
ス 培養器 く3 7
0
C ， 5 ％ CO2I に て1 2時 間培養 し ，
R N A抽出に 使用 し た ．
VI． リ ン ホ カ イ ン m R N A解析の た め の 逆転写 酵素
． ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖反 応 くr e v er s etr a n s c rip．
ta s e－ pOlym e r a s e chain re a ctio n， R T－ P C RI
法
R T－P C R法 は Br e n n e rら の 方法 に 準 じて 行 っ た2l．
1 ． R N Aの 抽出
R N Aの 抽 出は シ ン グ ル ． ス テ ッ プ法に て行 っ た22， ．
す な わ ち刺激培養し た細胞 を グ ア ニ ジ ニ ウ ム ． チ オ シ





フ ェ ノ ー ル お よ び ク ロ ロ ホ ル ム 処理 に て R N Aを
抽出 し た － な お キ ャ リ ア ー と して 3ノノ g 酵母由来の ト
ラ ン ス フ ァ ー R N A を加 え た ．
2 ． R N Aか ら cD N Aへ の 逆転写
1 X lO5 へ 10
6
の 細胞か ら 得た R N Aを 2jL g の オ リ
polym er a sechain r e a cti 町 P E， phyc oe rythrin J H A， Phytohe m agglutinin3PM A， pho rbol
12－ myristate 13－ a C etateI P W M， pOke w e ed mitogenI R T， r e V e r S etra nS Criptas eニ TC R－ yl
6， T c ellr ec eptor yノ6
144 金
ゴ dT くP ha r m a cia LK B Biote chn olog y， Br o m m a，
Sw ede nl をプ ラ イ マ ー と し て10単位 の R TくR A V
．21
僅酒造株式会社 ， 京 掛 を含 む 5叫 1 の反応液中に て
42
0
Cで 1時間以上反応 させ ， 相補 的 D N AくC O mple
－
m e nta ry D N A， CD N Al を得た ． 反応後 ， CD N A はセ
フ ァ デ ッ ク ス G．50くPha r m a cia LK B Biote chn olog y
A B， Up psala， Sw ede nl を入れ た ミ ニ カ ラ ム 性 化学
工業株式会社 ， 束二勘 を通 し て純化 し ， 使用 した ．
3 ． PCR な ら び に電気泳動
先 に 得た cD N A の 11 0量 く5 JLlナ を 2 単位 の
Taq ポ リ メ ラ
ー ゼ tPerkin －Elm erCetu s， No r w alk，





ゴ ヌ ク レ オチ ドプ ライ マ ー を含 む9 5月1 の 反応液 に 加
えた ． 用 い た オ リ ゴヌ ク レ オ チ ドプ ライ マ
ー は ク ロ ー
ニ ン グさ れ た cD N A掛 倒 を牒 と に して D N A合成装置
くBe ckm a nIn stru m e nts， In c． ， Palo Alto ， CA，
U ．S．Jり に て 作 成 した く表 い ． イ ン タ
ー ロ イ キ ン 2
くinterle ukin 2，IL－2L イ ン タ
ー ロ イ キ ン 4 くinterle u－
kin 4， I し41， イ ン タ ー ロ イ キ ン 5 くinterle ukin 5，
I L－51， イ ン タ ー フ ェ ロ ン y くinterfe r o n． y ， I F N
． yl
の 増幅産物 の期待 さ れ る 長 さ は そ れ ぞ れ 462塩基対
くba sepair， bpl， 462bp， 40 5bp， 501bp で あ っ た ．
P C R に よ る増幅 は D N A サ
ー マ ル サ イ ク ラ ー
くPe rkin－ Elm er Cetu sl を用 い て ， 変性 を94
O
C で90秒 ，
ア ニ ー リ ン グを55
0
C で90軌 D NA 合成 を72
0
C で12 0秒
の 条件 で ， 30回増幅 を行 っ た ． 増 幅 さ れ た 産物 の1 0
メ1 を1．3％寒天ゲル に て電気泳動後 ， エ チ ジウ ム ブ ロ
ミ ド 染色 を行い ， 紫外線照射下 で P C R増幅産物を確
認 した ．
VIl． I L－2 Ra 鎖 くC D 25I m R N A解 析 の た め の
R T． P C R法な ら び に サザ ン プ ロ ッ ト法
上記 に 従 っ て ， 表 1 に 示 す オ リ ゴヌ ク レ オ チ ドプラ
イ マ ー
27， を用 い て R T－P C R法に て 増 幅を 行い ， IL－2 R
ぼ 鎖 の m R N A を解析 した ． 期待 さ れ る 長さ は6 20bp
で あ っ た ． 増幅 され た 産物 の 一 部く10ノ川 を1．3％寒天
ゲ ル 上 で 電気泳動後 ， ナ イ ロ ン メ ン プ レ ン くPall
BioSup po rt Division， Gle nCo v e， N Y， U －S．A■いこ トラ
ン ス フ ァ ー し た ． 次 に 制 限酵素 Ec oRl で切断 し た
I L 2 Ra 鎖 の CDN A
2銅
を digo xige nin くBehringer
M a n nheim Bio chemic als， Indian apolis， I N， U ．S．A－1
に て標識 した も の を プ ロ
ー プ と して 用い て ハ イ プ リダ
イ ゼ ー シ ョ ン を行 っ た ． ハ イ プ リ グイ ズ した DNA は
D NA ラ ベ リ ン グ キ ッ ト くBehringe r M a n nheim
Bio che mic alsl を用 い て発色 させ た 一
間 ． C D 45m R N A転 写産物 の 解析
CD 45遺伝子 の転写段階 に お け る ス プ ライ シ ン グ の
さ れ方 に よ り ， C D 45m R N A はい く つ か の タイ プ に 分
け ら れ る が ， そ れ ら を R T
．P C R法に よ る 増幅 を行 い ，
検 討 した ． エ ク ソ ン 4 ， 5 ， 6 をはさ む よう に して ，
C D 45遺伝子 の そ れ ぞれ エ ク ソ ン 2 ， 9 の
一 部 を コ ー
ドす る よ うに 5
1
， 3
， 側 の プ ラ イ マ ー を 作成 し た
く表 り
5 脚
． した が っ て増 幅 さ れ た 産物 は異 な る ス プ
Tablel． Sequ enc eof Oligo n u cle otide s u seda sP C R Prim er s






















C D 45－ H ．5
，







3 80一 － 8 6 3
A T G T A C A G GTGC A A C T C C T G
T C A A GTCAGT G T T G A G A T G A T G CT
A T G G GTCT C A C C T C C C A A C T G
T C A G CT G A A C A C T T T G A A M
A T G A G GA T G C T T C T G C A T T T G
T C A A C TT C T A T T A T C C A C T C G G T
A T G A A A TA T A C A A G T r A T A T C
T T A CTG GG A T G C T C T T C G A C C T C G
A C T G C T CA C G T T C A T C A T G G
T G A C GA G C A G G A A G T C T C A
A T G T A T T T G T G G CT T A A A C T C T T G
G C A G T A C A T GA A T T A T G A Gj M G G





























































































I L－2Ra 鎖陽性ナ イ ー ブ C D 4＋ T 細胞 の機能
ライ シ ン グ を受 け た m R NA 転写産 物 に由来 し ，
380ル 8 63bp の い く つ か の大き さ の も の が 期待さ れ る ．
朕 ． ポ ー ク ウ イ ー ド マ イ ト ジ ェ ン くpoke weed
mitoge 且， P W MI 刺激系に お け る B 細胞の 免疫
グ ロ ブ リ ン くim m u n oglobulim， IgI 産生 に 対す
る ヘ ル パ ー 活性
1 ． 刺激培養条件
成人の C D 20陽性 B細胞く2．5Xl Oり に C D 4
＋
T 細胞
の 亜 分画 く7． 5Xl Oつ， 単球 く1 XlOり， 1ノ2 0 0量 の
P W MくGibc oLabo rato rie sJ を加 え て ， 96穴平底 マ イ
ク ロ タイ タ ー プ レ ー ト を用 い て0．2ml の10％ F CS を
含む RP M l1640培養液中 で培養し た
30I
． 1 0日 間培養 し
た後 ， 上清 を採取 した ．
A












































ニニ q ニ 三
． 事二 二．
h 1． 一 J．．■l■亡 ，
1
． ． H 川
ll■




2 ． 上 清 Ig 測定
上 清の Ig 濃 度 は 酵素結合免疫吸着定量法くe n zy－
m e．1inked im m u n o so rbe nt a s s ay， E LIS Al に て 測定
し た
紺
． まず pH 9．6 の0．05 M炭酸緩衝液で ヤ ギ抗 ヒ ト
IgG，IgM ， IgA 抗体 くTago， ln c． ， Bu rlinga m e， C A，
U ．S．A ．1 を希釈 し ， 96穴平底イ ム ノ ア ツ セ イ ブ レ ー ト
くFlo w Labo r ato rie sIn c．J に 分 注 し 4
O
C で 一 晩 コ ー
テ ィ ン グ した ． 0．02％ア ジ化 ナ ト リ ウム 含有 P B Sに
0．05％ T w e en20くSigm aC he mical Co．Jを加 え た も の
くP BS－ Tw e enl で 洗浄 し ， 1 ％ FC S加 P B S．Tw e en
で段階希釈 し た被検上滑な ら び に 既知濃度の標準 ヒ ト
血 清を加 え て ， 室温 で 2 時間反応 さ せ た ． 反 応終 了
後 ， P B S－Tw e e nで 洗 浄 し ， 1 ％ F CS加 P B S．
CD25くP EI C別路くP EI
Fig． 1． Im m u n oflu o r es c en c e a n alysis of C D25e xpr e ssio n by adult a nd n e o n atl
C D 4
＋
T c e11s． M o n o n u cle a r c ells fr o m adults くA． a nd Bl a nd n e wbo r nくC a nd
DJ w e re stain ed fo r C D 25a nd C D 4 in the tw o－ C Olo r im m u n oflu o r e sc e n ce
m ethod， a nd analyzed with an Epic s－C flow cyto m ete r． Conto ur m apsくA a nd
CI sho w tw o－ C Olo r staining patte r n of lym pho cytes gated by fo r w a rd a nd 9 0
0
1ight sc atters． A s ec ond gate w a s s et to in clude the whole population of
C D 4十 T c e11s and lO，000c els a c c u m ulating within the gate w ere an alyzed fo r
C D 25e xpr e ssio n， Which w a s e xpress ed a sthe histogr a m patter nくB a nd Dl． A


















Tw e e nで 希釈 した ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ標 識 ヤ
ギ抗 ヒ ト Ig 抗体くTago，ln c．1 を加 えて室涼 で 2時間
反応 させ た ． そ の 後， P B S－Tw e e nで 洗浄 し， 最後 に
pH 9．8 の ジエ タ ノ
ー ル ア ミ ン 綬 衝液 で p－ nitrophe nyl
pho sphateくSigm aChe mic al Co．Iを 1m gノmlに 調節 し
た も の を加 えて 室温で約2時間発色反応さ せ た ． 呈色
反応 は 吸 光 度 計 E A R400くS L T－Labin stru m e nts，
Salzburg， Au striaいこよ り 波長405n m で 測定 し ， 標準


















． 成 人 お よ び 新 生 児 C D 4＋ T 細 胞 に お け る
I し2 Rぼ 鎖 くC D 25I の 発現
1 ． フ ロ ー サ イ トメ ー タ ー に よ る検討
成人 末梢血 と新 生児臍帯血 の 単核細胞 を抗 Ta c
m A b を用い た 間接法で IL－2 Ra 鎖 く抗 C D 251 を PE
標識 し， FI T C標識抗 Le u．3aく抗 C D 41m A bを用い
た 直接法 で C D 4抗原 を染色 し ， 解析 し た く図 り ．
Taga ら
1 5や Ja cks o nら 321の報告 に も ある よう に ， 成
人 の C D 4
十 丁 細胞の 一 部 はそ の 表面 に C D25抗原を発
現 して い た ． ま た新 生児 C D 4
＋
T 細胞 に お い て も その
表面 に C D 25抗原 を発現 して い る 細胞集団が少数で は
ある が 明 らか に 存在 して い た く3〆 － 8％ナ．








C D2 5くP EI
Fig． 2． A ． Is olatio n of C D 25
－
a nd C D 25＋ populatio n s of adult a nd n e o n atl
C D 4＋ T c ells． E－r O S etting c ells w e r e stain ed for C D2 5a nd C D 4 by the
tw o－ C Olo r staining， a nd C D 25，くal a nd C D 25＋ くbl populatio n s of C D 4＋ T c ells
W e re Obtain ed by a c ell s o rting u sing a n Epic s－C flo w cytom eter． B．
Expr e ssio n of m R N A fo rI L－2 RLr by C D 25
＋
populatio n s of adult a nd ne onatal
C D 4＋ T c ells． Ten percent of total c ellula r R N A fr o m e a ch fr eshly is olated
populatio n く1xlO9 w a s inc ubated with oligo －d T and R T to ge n e r ate first
Stra nd D N A． On e．tenth of fir st str a nd cD N Aw a s subje cted to 30cycle s of
P C R with a pair of prim er sfo rIL－2 Ra ． So uthe rnblots of a mplified pr odu cts
W e rehybridiz ed with a pr obe fo rI L－2 Ra labeled with digo xigenin ． T he
hybridiz ed pr odu cts w er edete cted by a nim m u n o e n zym atic m ethod． Ea ch la n e
C O ntains IJl Oof a mplified pr odu ct．
IL2R a 鎖陽性ナ イ ー ブ C D 4十 丁 細胞 の 機能
2 ． RT－P C Rと サ ザ ン プ ロ ッ ト法 に よ るI L 2 Ra 鎖
mR NA 発現の 検討
新生児 C D4＋T 細胞 に 認 め られ た C D 25抗原の発現
が非特異的な染色 に よ る もの で な い こ と を確認す る こ
と は重要である ． そ こ で成人 お よ び新生児 CD 4＋T 細
胞よ り得 ら れ た それ ぞれ C D 25陽性 な ら び に C D 25陰
性分画に I L－2 RL2 鎖 m R N A が発現 して い る か どう か
を検討 した ． それ ぞれ の 亜 分画 の 細胞 か ら R T．PC R
法に よ り増幅 され た 産 物 を電気泳動 し ， 工し2 Rぼ 鎖 の











に ， 成人 と 同様 に 新生児 に お い て も C D4＋ T 細胞 の
CD25陽性分画 には明 らか な Iし2 Ra 鎖 m R N Aを認
めた が
．
い ずれ の C D 25陰性分画に も 有意な I し2Rび
鎖 m R N Aは認 め られ な か っ た ．
王工
． 成人 お よ び新生児の C 工I25陽性 C D 4十 丁 細胞 に
お け る C D45 イ ソ フ ォ ー ム の 発現の 遠 い
成人 末棺血 お よ び新生児臍帯血か ら細胞 ソ ー テ ィ ン
グ法に よ り他 の リ ン パ 球亜 群 を除い て98％以 上 の 純度
で 得ら れ た C D 4十 丁 細胞 を ， 二 重標識免疫蛍光染色に
て C D25 陽性 C D 4＋ T 細 胞 に お け る C D 45 イソ
B
C 摘RAくP EI
Fig． 3■ Tw o－ C Olo rim m u n oflu o re s c e n c e a n alysis ofr elatio n of C D 25expr e ssion to
C D45 R Oor C D45R A e xpre ssio n o n adultくA a nd BJ a nd n e o n atlくC and DJ
C D4＋ T c ells－ H igh1y purified C D4十 T cells w er e obtain ed n egativ ely by the
depletio n of othe rlympho cyte subs ets． Expr e ssio n of C D4 5R Ow a sdetected by
the in dir ect staining with u n c o njugated U C H Llm A bくIgG 2al a nd r ab bit
biotinylated a nti－ m O u SeIgG 2a antibody fo1lo w ed by P E－Str eptO a Vidin， a nd
C D 45 R A by the dir e ct staining with PE－C O njugated 2 H 4m A bくIgGIJ くx ．a xisン．
Expr e ssio n of C D 25くy－ a Xislin r elatio nto CD4 5R O or C D45 R Aw a s e v alu ated
by staining with a c o mbin atio n of u n c o njugated anti．Iし2 くIgG IJ m A b o r
anti－ Ta c mA bく工gG 2al， rabbit biotinylated a nti－ m Ou Se IgGl or IgG 2a a nd
FI TC－C Onjugated a vidin o rP ET C O njugated str epto a vidin， reSPe Ctively． T he
n egative c ontrolis r epr e se nted a sthe da shed lin e．
148
フ ォ ー ム くCD 45 R Oお よ び C D 45 R Alの 発現 を調
べ た
憫 31． 成人 の C D 25陽性 C D 4
＋
T 細胞の ほ とん どは
メ モ リ ー 細胞の 表面形質くC D4 5R A陰性 か つ C D45 R
－
0 陽 樹 を 持 っ て い た － し か し な が ら ， 新 生 児
C D 4＋ T 細胞に お け る C D 25 抗原の発現 は ， C D 45 R
，
0 分画 よ り はむ しろ C D 45R A分画に 主と して認 め ら
れ た ．
1工1． 新生 児 C D 25陽性 C II4
十 丁 細胞 の リ ン ホカ イ ン
くI し4， liJ －5， 王FN－ yI m R NA の 発現
新生児の I L－2Ra 鎖くC D251 を発現 し た C D 4
＋ T 紳
胞 の 機能 を明 ら か に す る た め に ， P M A お よ びカ ル シ
ウ ム イ オ ノ フ ォ ア の 刺 激 に て リ ン ホ カ イ ン くl し2，
Iし4， I し5， IF N
－ yl m R N Aの 発現が 認 め られ る か ど
う か を R T－P C R法を 利用 して検討 した ． ま ず成 人 末
梢血 に よ る 検 討 で は ， 工し2m R N A は ナ イ
ー ブ
くC D 45 R O陰樹 CD 4
＋ T 細胞 とメ モ リ ー くC D45 RO 陽
や封 C D4
＋ T 細 胞 の い ずれ に も 認 め ら れ た が ， 1Lヰ
IL－5， I F N－ y の m R N A は 主 と して メ
モ リ ー C D 4
＋ T
細 胞に の み 認め られ た く図 41一 重要 な こ と に は ， 未分
画の 新生児 C D 4
＋ T 細胞 は刺激 に よ っ て I し4， Iし5，
lL．2 1L．4 1L－5 tF N
－Y
Adult C D4 5RO ＋ － ＋ － ＋
－ ＋ ．
462 bp － 華毒豪 妻妾 喜
Ne wbor n C D25
462 bp －
Fig．4． E如r e ssio n of m R N A fo rlym phokin esくI L
－2， I L．4， I し5， a nd I F N
－ ylby
c D 4＋ T c e1 subpopulatio n sfr om adults a nd n e
wborn s o n a ctiv ation － Total of
lxlO6 c ells w erein c ubated with P M Aa nd c alciu m io n opho
re fo r 12 ho u r s－
Te n per ce nt of total c ellula r R N Aw e r e
c o n v e rted to first str and cD NA．
T hirty cycles of P C Rw a s perfo r m ed to
a mplify cD N Apr odu ct of e a c
h
lymphokin e u sing c o rr esponding prim er s
■ Am plified pr odu cts w e r e subje ctedto
gel a n alysis． Ea chla n eis equiv ale nt to
lノ100fthe am plified pr odu ct．
Table 2． h du ction of Ig
－ Pr odu ctio n of B Cells by C D 2 5
＋ C D4＋ T Cells from
Ne wbo r n sin P WM －Stim ulated Cultu r es
Do n o r CD 4
＋ T Cells
No n e
A dult Unfr a ctio n ated
Ne wbo m
Un付a ctio n ated
CD 2 5＋
C D 2 5
－







2 6士 13 12土 4
6 62士 194 2 16士 88
27士 5 14士 5
2 25士52 156士57
27土 19 12土5
B c ellsく2．5XlO4lw e11 fro m un related adults ubje cts w e r e c ult r ed wi th C
D 25
． ．． ■－－．．－ ． ■ l M t つ ノ M rJ
and C D 2 5－ populatio n s ofneo n atal C D4
＋ T c占11s o r ad ult C D 4＋ T c e11sく7．5X
104lw ellI，irradiated n o n o cyte sく1X lO
4Jw ell， and P W M く1こ2 00Jin mic rotite rplates
br lO days， a nd the lev els of IgM， IgG， a nd
IgA in c ultu r e supe r n at antS W e
r e
dete min ed by an E LIS A． Data r epr e s e nt t
he m e a n s士 SE M of fbu r seperate
e xpe rl m en七S ．
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工F N－ y m R N Aの 発現が ほと ん ど認 め ら れ な い が ， 新
生児の C D4
＋ T 細胞の う ち C D 25陽性分画の み を 集め
て 調べ る と ， 王し4，1 し5，工F N－ y の m R N Aの 強 い 発現
が認め られ た く図 41．
王V ． 新 生 児 C D 25陽性 C D 4
＋
T 細 胞 の B 細胞 の
Ig 崖 生 に 対 す る ヘ ル パ ー 活性
新生児 CD 25陽性 C D4
＋ T 細胞が P W M刺激培養
系に お い て成人 B細胞の 工g 産生 に 対 す る ヘ ル パ ー 活
性 を有 し て い る か を検討 した く表 2I． 成人 の C D 4
十丁
細胞と異 な り ， 新生児 C D 4
＋ T 細胞 は 未分画で は B細
胞の 工g 産生に 対 す る ヘ ル パ ー 活性 を ほ と ん ど有 し て
い な か っ た ． し か し な が ら 新 生児 の C D 25陽性
C D4＋ T 細胞 は ， 成 人 の C D 4
＋
T 細胞 に 比 べ れ ば 弱い
なが ら も
，
未分画 に 比 べ 明 らか な ヘ ル パ ー 活性 を示 し
た ．
V ． 成 人 お よ び新生児 C D 4＋T 細胞の 亜 分 画 に 発現
す る C D 45m R N A転写 産物の 解析
図5 に示 す よう に ， 成 人 C D 4＋ T 細 胞 の メ モ リ ー










一 方 ， ナイ ー ブくC D45 R O．1 細胞に は 主と して863
bp の 産 物 が 認 め ら れ た ． ま た C D 45 R O弱 陽性
くC D45 R O土I の 細胞に は 中間の 大 き さ の 転写産物 が 主
に 発現 して い た ． 新生児 C D 4
＋
T 細胞 の C D 25陰性分
画 は
，
3 80 bp を除 く 3 本 の バ ン ド が 認 め ら れ た ．
C D 25陽性分画は
，
同様 に 大き い 方の 3本の バ ン ド を
認 める が ， 加 え て弱い な が ら も380bp の バ ン ドも 認め
られ た ． しか も380bp を 示 す と 考 え ら れ る C D 45 R O
陽性細胞の混入 の 可能性 を否定 す る た め に ， 新 生児
C D25陽性 C D 4十 丁 細胞 よ り C D 45 R O陽性細胞 を
ソ ー テ ィ ン グ法 に よ り除去 して も380bp の バ ン ドが 認
め られ た ．
VI． 幼 児 な ら び に 小 児 に お け る Iし 2Rぼ 鎖 くC D－
251 を発現 し て Ll る C D 45 R A陽性 C D 4十 丁
胞 に つ い て
IL－2 Ra 鎖 くC D 251 を 発 現 し た C D 45 R A陽 性
C D 4十 丁 細胞 は ， こ れ ま で の 成席 よ り メ モ リ ー
C D 4＋ T 細胞 に 近い 機能 を持 つ こ とが 示 さ れ た が ， ナ
イ ー ブか ら メ モ リ ー C D 4
＋
































Fig．5． R T－P C Ra n alysis of C D 45m R N Atr a n s cripts e xpre s sed by C D 4
＋
T ce11
Subpopulatio n s fr o m adults and n e wbo rn s． W ith re spe ct to C D 45 R O
expr e ssion， adult C D 4
＋
T c ells w er e s epe r ated into thr e eくC D 45 R O，， C D 45 R O土 ，
C D 45 R O＋1 population s． CD 25
＋
and C D 25－ populatio n s w ere sele cted from
n e o n at l C D 4＋ T cells． An asteriskく木1indic ate sne o n at l CD 25＋ CD4＋ T c ells
Which had be en depleted of C D 45RO
＋
c ells． Ten pe r c ent oftotal c ellular R N A
fr o m lxlO5fre shly isolated c ells w e r e co nv erted to first strand cD N A， a nd
a mplified く30cycle sl u sing prim e rs c o r re spo nding to e x o n s2 a nd 90f C D 45
ge n e． Am plified produ cts w e re ele ctr opho r es ed thr o ugh ethidiu m br o mide－StaA
ined aga r o segels to s epe r ate fr agm ents． Ea ch la n eis equiv ale nt lJ
1100f the
a mplified pr odu ct．
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義 を明 らか に す る た め に ， さ ま ざま な 年齢の小児よ り
得 ら れた C D 4＋ T 細胞 に お け る C D 25， C D 45 R Aお よ
び C D 45 R O抗原 の発現 に つ い て 検討 し た く図 61．
Hayw ard ら
喝 や Pirr ucello ら 瑚 の 報告 に も あ る よう
に ， メ モ リ
ー くCD 45 RO 陽性 か つ C D 45 R A陰性I
C D 4
＋ T 細胞 の割合 は年 齢 と と も に 増加 す る ． 一 方 ，
メ モ リ ー C D 4
＋ T 細胞 と相補的 な関係 に あ る ナイ ー ブ
くC D 45 R O陰性か つ C D 45 R A陽性1C D 4＋ T 細胞 は年
齢 と と も に 減少 し て い た ． ま た C D 25抗原 を持 つ
C D 45 R A陽性 C D 4＋T 細胞分画 は ， 3歳以下 の乳幼児
の みな らず， 6歳 か ら10歳 く ら い の 小児に お い て も ，
少数で はある が ， 明ら か な細胞集団と して存在 して い
た ． 敷か しな が ら こ の細胞分画 は12歳以降の年齢で は
ほ と ん ど認め られ な か っ た ．
考 察
丁細胞 に 発現す る C D 45抗原 は その 分化段階 に 応 じ
て い く つ か のイ ソ フ ォ ー ム の 存在が 知 られ ， それ ぞ れ
の イ ソ フ ォ ー ム に 対す る種々 の m A b の開発 に よ り ヒ
トナ イ
ー プ お よ び メモ リ ー T細胞 の 同定 ． 分別 が可能
と な っ た ． す な わ ち ヒ トT 細胞 は CD 45R Aく2 H 41 抗
原 も しく は C D4 5R OくU C H Lll抗原 の発現 に よ り ，
C D 45 R O陽性 か つ C D 45 R A陰性 の メ モ リ ー T細胞 と
C D45 RO 陰性か つ CD 45 R A陽性 の ナ イ ー ブ T細 胞 に


















分け ら れ る ． さ ら に こ の よう な CD 45抗原イ ソ フ ォ ー
ム 発現 の 違い を利用す る こ と に よ り ， ナイ ー ブ ， メモ
リ ー T 細胞の 単離 ， 機能解析が進み ， 両細胞間の 機能
的相 違 が 明 ら か と な っ た ． P hytohe m ag glutinin
くP H Al や c o n c a n a v alin AくCo n Aン とい っ た マ イ ト
ジ ュ ン に 対す る 増殖反応 は ナ イ ー ブ T 細胞 にも メ モ
リ ー T細胞 に も み ら れ る が ， 精製 ツ ベ ル ク リ ン や 破傷
風 ト キ ソイ ド と い っ た リ コ ー ル 抗原 に 対 す る増殖反応
はメ モ リ ー T細胞 に の み 認め ら れ ， ナ イ ー ブ T細胞に
は ほ と ん どみ ら れ な い
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． ま た抗 C D 3m A bに 対す
る増殖反応 や単球非存在下で の抗 C D 2m A bに 対 する
増殖反応 も ナ イ ー ブ T細 胞に はほ と ん どみ られ ず， メ
モ リ ー T 細 胞 に の み み ら れ る 泌I ． ま た メ モ リ ー
C D 4＋ T 細 胞は P W M刺激系 で成人 B細胞 を Ig 産生
細胞 へ 分化さ せ る こ と ， すな わ ち ヘ ル パ ー 活性 を持っ
て い る が ， ナ イ
ー ブ C D 4
＋
T 細胞 に は そ の よう な ヘ ル
パ ー 活性 は ほ と ん ど な く ， む し ろ サ プ レ ツ サ ー 酒性を
持 ち ， C D 8
＋
T 細胞 の 工g産生抑制機能 を誘導す ると と
も に そ れ自体 が B細胞 の分化 を抑制 す る10さ． さ ら に メ
モ リ ー C D 4
＋ T 細胞 の機能と して さ ま ざま な リ ン ホカ
イ ン の 産 生 が 認 め ら れ ， I し2 の産生 は ナ イ ー ブ
C D 4＋ T 細胞 に も メ モ リ ー C D 4
＋
T 細 胞に も 認め られ
る が ， イ ン タ
ー ロ イ キ ン 3 くinterle ukin 3， IL－31，
工し4，工F N． y ， 頼粒球 マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー 刺激因
7 Ye ars 1 2 Ye a rs
CD45 R AくP EI
Fig． 6． Age－depe ndent cha nge sin fr equ e n cie s of C D 45 R O
＋
o rC D 45 R A＋ C D 4＋ T
C ells a nd I Lr2 Ra くC D 25トe xpr e ssing C D 45 R A十 C D 4
＋
T c ells． C D 4
＋
T c ellsfr o m
Childr en of v a rio u s age s w e r e obtain ed a nd a n alyz ed by the tw o－ C Olo r
im m u noflu o r e s c e n c e m ethod． T he staining fo r C D 45 R Aa nd C D45 R Ow a s
C a rried out u sing P E－C O njugated 2 H 4a nd FI T C－C O njugated U C H L l，
r e spe ctively． For CD 25 e xpr ssio n， the c ells w ere stained indire ctly with
a nti－Ta c mAb a nd biotinylated anti－ m O u S eIgG 2a follow ed by PE－StreptO aVidin ．
工し2 Rぼ 鎖陽性ナイ ー ブ C D 4十 丁 細胞の 機能 151
子 くgr a n ulo cyte m a c r ophage c olo ny stim ulating
facto r， G M－C S Flと い っ た リ ン ホ カ イ ン の 塵生 は メ モ
リ ー C D 4
＋
T 細 胞 に は 認 め ら れ る が
，
ナ イ ー ブ
CD 4




． しか し 王し5 産生 に 関す る 報告 は こ れ ま で
の と こ ろ な い ． 今回 R T－P C R法 を使 っ て I し2，l L－4，
工し5， 工F N－ y の遺伝子 発現を検討 し た と こ ろ ， 図 4 に
示す よう に ナ イ ー ブ お よ びメ モ リ ー C D 4
＋T 細胞 の ど
ちら に も I し2 の遺伝子 発現 が認 め ら れ た が ， I し4，
1F N－ y の み な ら ず 1 し5遺伝 子 発 現 は メ モ リ ー
C D 4十 丁 細胞 に の み認 め られ た ． 工し5 遺伝子 は ヒ ト第
5染色体の q2 3．31に I し3， G M－C S F，l L．4遺伝子 と ク
ラス タ ー をな し て存在 し て い る こ と が 報告 さ れ て い
る
相
． 工し5 の産生 が ル 4 な ど と 同様 に メ モ リ ー
C D 4＋ T 細胞 に の み 認 め られ た こ と は ． こ れ ら の 遺 伝
子の発現 が 同 一 の制御 を受 け て い る 可能性 を示 唆 し て
お り興味深 い ．
新生児リ ン パ 球 は成人 リ ン パ 球と 機能的 に 異 なる こ
と が 知 られ ， 新 生児 CD 4＋ T 細胞 は P H A や Co n
A に 対す る増殖反応 は成人 と同程度に 認め られ る が ，
リ コ ー ル 抗原 な ら び に C D 3m A b や C D 2m A bに 対す
る増殖 反応 は ほ と ん ど み ら れ な い 42刷 ． 新 生児 C D 4十
丁 細胞は P W M刺激系で成人 B細胞 を Ig 産 生細胞 へ
と誘導させ る ヘ ル パ ー 活性 を持た な い ばか り で な く
，
それ 自体が 強い サ ブ レ ツ サ ー 活性 を持 つ こ と も知 ら れ
てい る 叫 嘲 ． ま た 新生児 C D 4＋ T 細胞 は 工し2産生能 は
成人に 匹敵す る が ， 工F N－ y や I し4産生能 が成人 に 比
べ て低 い こ と が こ れ ま で 報告さ れ て い る 嘲 棚 ． 新生児
未分画 C D4＋ T 細胞 で は今 回 の R T－P C R法 に よ る検
討で は ， 図4 に示 す よう に I し2の m R N A発現 は認 め
られ るも の の 工し4， ル 5， 工F N－ y の m R N A発現 は ほ
とん ど認 め られ ず ， B細 胞 の Ig 産 生細胞 へ の ヘ ル
パ ー 活性も低 い こ と が 確認さ れ た ． 成 人 に お い て は
C D 4＋ T 細胞の う ち の 30へ 50％が メ モ リ ー T細胞 で あ
るが
， 新生児臍帯血 の CD 4十 丁 細胞は 子 宮内で ほと ん
ど抗原刺激 を受 けて い な い こ と を反 映 して ， は と ん ど
が C D 45 R A陽性 ， C D45 RO 陰性の ナ イ ー ブT 細胞で
ある 瑚 叫 － こ れ ら の こ と よ り新生児 C D4＋ T 細 胞の 機能
的特異性 は メ モ リ ー T 細胞の プ ー ル が ほ と ん どな い こ
とと関係 し てい る と 考 える こ と が で き る ．
メ モ リ ー C D4十 丁 細 胞 は C D 2， C D lla， C D 54，
C D58 とい っ た細胞間接着分子 の 発現 が ， ナイ ー ブ T
細胞に比 べ て よ り 強い こ と が報告 さ れ ． メ モ リ ー T細
胞の活性化 に関わ っ て い る と 考 え ら れ て い る1 3 山一． T
細胞は抗原や マ イ トジ ュ ン な どの刺激 を受 け る と ， T
細胞増殖因子 と して の ル 2 を産生 し な が ら 増殖 し ，
活 性化 さ れ た T 細胞 は そ の 表面 に 工し2 R を 発 現 す
る 咄 ． 機能 的な 工し2 R は少な く と も 2 つ の サ ブ ユ ニ ッ
ト ， 分子 量5 5，000の ぼ 鎖くp55 あるい は ル 2 R幻 と 分
子 量75，000 の犀鎖くp75 あるい は 王L－2軋鋸 か ら構成さ
れ て い る
50751I
．
I L－2 R サ ブユ ニ ッ トに 対す る m A bを用
い た解析 に よ っ てリ ン パ 球の 亜群 に お ける そ れ ぞ れ の
サ ブ ユ ニ ッ トの 発 現 が 調 べ ら れ て い る1 6脚 1 ． 最 近 ，
I し2 Ra 鎖くC D 2封 が メ モ リ ー C D 4＋ T 細胞に 構成的に
発現 して い る こ とが 報告 さ れ 朋 2I， 外来刺激 に 対 し て
す み や か に 活性化 ， 増 殖 す る 必要性 を持 つ メ モ リ ー
C D 4＋ T 細胞の 機能 と密接 に 関係 して い る もの と考 え
ら れ る ．
新生児 C D4十 丁 細胞 は ほ と ん どが ナ イ ー ブ くC D 45－
R A 陽性ナ の表面形質を有 し ． C D45 R O陽性分画 がわ
ずか 2ノ ー 3 ％ しか な い が ， 図1 に示 す よ う に I し2 Rぼ
鎖 くC D 251 の 発現が明ら か に 認め ら れた く3へ 8％卜 し
か も 図2 に 示 す よ う に R T－P C R法と サ ザ ン プ ロ ッ ト
法に よ り m R N Aレ ベ ル で も そ の 発現が 確認さ れ た ．
二 重標識免疫蛍光染色 を行 っ た と こ ろ ， 図3 に 示 す よ
う に大部分 の C D 25抗原 を発現 し た新生児 C D 4＋ T 細
胞 は ナイ ー ブ の 表面形質 を持 っ て い て ， 成人 の C D 25
陽性 C D 4＋ T 細胞が メ モ リ ー 分画に 認 め られ た の とは
異 な っ て い た ． C D 25抗原 を 発現 し た ナ イ ー ブ
C D4＋ T 細胞 は ， 図6 に 示 す よう に 1歳以下 の 乳児の
み な らず10歳く らい ま で の 小児の 末楷血 に 認め られ た
が ， そ れ 以 降の 年齢の 小児や成人の 末棉血 に は 認め ら
れ な か っ た ． 本 研究 に て 新生児の C D 25陽性 C D4十
丁 細胞 の 機能 を リ ン ホ カ イ ン 遺伝 子 発現 と ヘ ル パ ー
活性で み た と こ ろ ， 新生 児 C D 4
十
丁 細胞は 末分画で は
ナ イ ー ブ T 細 胞 と し て の 機 能 を 持 つ が ， 新 生 児
C D4＋ T 細胞 の C D 25陽性分画は メ モ リ ー T細胞 に 近
い 機能 を持つ こ と が 明 ら か と な っ た ． つ ま り新 生児
C D 25陽性 C D 4＋ T 細胞 は C D 25 陰性分画と異 な り ，
I し4，I L－5，IF N， y の m R N A発現 が 認め ら れ た ， 成人
の メ モ リ ー C D 4十 丁 細胞 に は及 ばな い も の 成人 B細胞
の P W M刺激培養系で有意な Ig 塵生を認 め た ．
C D25 抗原 を持 つ C D 45 R A陽性 C D 4十 丁 細胞 は成
人 B 細胞 に 対 す る ヘ ル パ ー 活 性 や リ ン ホ カ イ ン
m R N A発現 で み る と メ モ リ ー C D4十 丁 細胞様の 機能
を持 ち ， し か も幼児 ． 小児の 末栴血 に お い て も認 め ら
れ る こ と を考 え合わ せ る と ， こ の 細胞分画 は ナイ ー ブ
T細胞 か ら メ モ リ ー T細胞 へ の 成熟過程の 中間段階 に
位置す る の で は な い か と 考 えら れ た ． さ ら に こ の 仮説
を強く 示 唆す る事実が ， 図 5 に 示 す よ う に R T－P C R
を用 い た C D 45m R N A転写産物の 解析 に よ っ て 得 ら
れ た ． 新 生 児 C D 4＋ T 細 胞 の C D 25陽性 分 画 は
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C D 25陰性分画 と同様 に 大 き な 分 子 量 の イ ソ フ ォ ー
ム ， す な わ ち C D 45 R A抗原 の 発現 を コ ー ド す る
C D 45m R N A転写産物を発現 して い た ． こ の C D 25陽
性分画 は C D 45 R O陰性 にも か か わ ら ず， 小 さ い 分 子
量 のイ ソ フ ォ ー ム ， す な わ ち C D 45 R O抗原 を コ ー ド
す る転 写産物 を も 発現 して い た ． こ れ らの こ と よ り ，
I し2 Ra 鎖 くC D 25I を 発 現 し た C D 45 R A陽 性
C D 4＋ T 細胞 は ， 最 近 抗原刺激 を受 け ， ナ イ ー ブ
C D 4＋ T 細胞 か らメ モ リ ー C D 4
＋
T 細胞 へ と移行 しっ
つ 細胞で は な い か と考 え られ た ． 新生児臍帯血 に お い
て す で に こ の よ う な細胞分画 が存在す る と い う こ と
は ， 胎児 も母体子宮内で な ん ら か の抗原刺激 を受 けて
い る 可能性が考 え ら れ るが ， そ れ ら の 抗原が母親か ら
どの よ う に して 胎盤移行す る の か は まだ 明 らか に され
て お らず ， 今後 解決す べ き 問題 と して 残 され る ．
結 論
ヒ ト新生児 C D 4＋ T 細胞 は ， そ の表面形質 が ほ と ん
どナイ ー ブ くC D4 5R A陽性I である に も か か わ らず ，
こ れ ま で メ モ リ ー くC D 45 R O陽性ナ細胞 に の み発現 す
る と 考え ら れ て い た ル 2 Rぼ 鎖 くC D2別 の発現が少な
か らず認 め ら れ た た め ， そ の発 現の 意義 に つ い て 検討
し ， 以下の 結論を得 た ．
1 ． 新生児 C D 4＋ T 細胞 は ， 成人の C D 4＋ T 細胞 に
比 べ れ ば少 な い が ， CD 25 抗原 を 発現 し て い た
く3句 8％ナ． しか も R T－PCR とサ ザ ン プ ロ ッ ト法 に よ り
そ の C D 25陽性分画 に はI L－2 R戊 鎖 m R N A が認 め ら
れ た ．
2 ． 成人の C D 25陽性 C D 4＋ T 細胞 は ほと ん どが メ
モ リ ー の 表面形質 を持 っ て い た が ， 新生児 の C D 25陽
性 CD 4＋ T 細 胞は ほ と ん どが ナ イ ー ブ の 表面形質 を持
ち ， 適い が認 め られ た ．
3 ． 新生児 C D 25陽性 C D 4＋ T 細胞 は P M Aと カ
ル シ ウ ム イ オ ノ フ ォ ア の 組 み 合わ せ 刺激 に て ， 成 人の
メ モ リ ー C D 4＋ T 細胞 と同様 に I し2は も ち ろ ん の こ
と 工し4， ル 5， lF N－ y と い っ た リ ン ホ カ イ ン の
m R N A の発現が R T－P C R法 に て認 め ら れ た ．
4 ． 新生児 C D 25陽性 C D 4
＋T 細胞 は 成人 B細胞の
P W M刺激培養系 に お け る Ig 産生 に 対する ヘ ル パ ー
活性は ， 成人 の C D4
十
丁 細胞 に 比 べ れ ば 弱 い な が らも
有意に認 め られ た ．
5 ． 新生児 CD 4
＋ T 細胞の う ち の C D 25陽性分画
は ， C D25陰性分画 と同様 に C D 45 R A抗原の 発現 を
コ ー ドす る 皿 RN A転写産物 の他 に ， C D 4 5R O抗原の
発現 を コ ー ド す る m R N A転写産物 が わ ずか な が ら 認
め ら れ た ．
兼
6 ． C D 25抗原 を持 つ CD 45 R A陽性 C D 4
十 丁 細胞
は 新生児の み守 らず ， 6 勺 10歳の 小児 に お い て も認め
られ た が ， 12歳以降 の 高年齢 の小児や成人 に お い ては
ほと ん ど認 め ら れ な か っ た ．
7 ． I L－2 Ra 鎖 くCD 25I を発現 した C D 4 5R A陽性
CD 4
＋ T 細胞 はメ モ リ ー C D 4＋ T 細胞様 の機能 を持
ち ， 新生 児の み な ら ず幼児 ． 小児 に お い て も 認め られ
る こ と か ら ， 最近 な ん ら か の 抗 原刺激 を受 け て ， ナ
イ ー ブ か らメ モ リ ー C D 4
＋ T 細胞 へ の 成熟の 中間段階
に 存在 す る細胞集団の可能性が考 え られ た ．
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Abstra ct
Vhriousisofbrm S Of thele ukccyte－C O m m O n antigenくCD 45J， Which arisefr o m altern ate Splicing
ofitsge n e， a r e e Xpre S Sed widely o nlymphocytes， granulocytes and m on ocytes．
Studies uslng
m on oclonalantibodies agalnStdleSeCD 45is ofor ms have sho w nthath um anT cells canbedivided
into CD 45RO－PO Sitiv em em ory and C D45R A
－POSitiv e n aiv e c e11population s－ A lthoughso m e
functio n aldifftren cebetw e en m e m ory andn aiv eT ce11sha vebe ende m onstr ated， the m atur ation step
ofnaiveintom em ory T cells re main s totn elucidated－ Ithasbee n reported that m e m ory CD4
＋
T
ce11sin adultindividu als e xpr essthe a chainくCD25l of the r eceptors forinterle ukin 2くIし 2 Rl，
s e e m l ngly being ln V OIved fortheir o wn fun ctio n al roles． In splte O
f the pa u clty Of m e m ory
くCD 45RO＋1T c e11sin the n e on atal blood， it w as observ ed that a substan tialproportionく3
旬 8 ％lof
CD4＋ T c e11s fro mthe n e wbo rn eXPreSSed the I し2R a chainくCD251－ The prese nt study w as
undertakento in v estlgatethe function and the dev elopm ental signific an Ce Of the IL
－2 Ra chain
くC D251－ eXpreSSing CD 4
＋
T cellsfound in the n eo n atalb10 0d． Using the rev ersetra nscriptase
－
polymeraSe Chainr eactio nくR T－ PC Rl as a s ensitiv e m ethod for the dete ction ofc ellu
lar mR N A， a
sm allCD25－POSitivepopuladon of ne on atal CD 4
＋
T c ells w erede m on stratedto actual1y expressthe
IL－2R a chah mR N A． hte re stlngly，the tw o－C Olorirr m un Oflu or esce nc e analysisdis closed thatthese
CD 25－POSitiv e n e o n atal CD 4
＋





l of naiv eT cells． h a similarfashion to adult m e m ory C D 4
＋ T cels， CD25－POSitive
ne on atal CD 4＋ T ce11s w ere able toproducelymphokin es such asinterleukin
－4，in te rleukin－5 and
inte血 on－ y ， and w ere also able toprovide appreciable helperfLm Ctio n
for theim m u n oglobulin－
produ ction ofB c ells in dlepOke w e ed mitogen
－Stim ulated cultur es． T he splicing patter ns of CD 45
mRN A an alyzed by R T－ PCR indic ated thatCD 25
－pOSitiv e n eo n atal CD 4
＋ T cells expressed the
mR N A b
．
anS C nptS en C Oding CD 45ROin additio n to m aJOr tr an SCnPtSfor CD45R A－ T heimpo
rt an t
f hding w asthat a signi鮎 an tprOpOrtion ofCD 25
－POSitive CD4
＋ T cells with the naiv eくCD45RA＋
and CD 45 R OつPhen otype w ere often de m on strable inearly childho od as w ellasi血 n cy， but only
ftw of the m w ered te ctedin adultblo od． T hese result suggestthatm －2R a くCD 25J－e XPreSSing
C D 4＋ T c e11s withthe n aivephen otyperePre声ent a n OVeltr an Si tionalpopulatio nin the
m aturation
process ofnaive to m e m ory CD 4
＋ T ce11s．
